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Resum  
 
En els últims anys ha augmentat el cultiu de macroalgues destinades sobretot a l’alimentació 
humana, que d’una forma cada cop més freqüent s’han anat incorporant en dietes de tot el món 
pel seu alt valor nutritiu (proteïna, fibra, vitamines i minerals).  
En les instal·lacions de l’ESAB-UPC s’estudien les condicions de cultiu de macroalgues del 
gènere Ulva, com a part de la instal·lació d’aqüicultura multitròfica integrada (AMTI) amb un 
sistema de recirculació en aqüicultura (RAS). En aquesta instal·lació s’utilitzen les macroalgues 
amb una funció de biofiltre, per eliminar els nutrients de l’aigua que surt dels tancs del peixos, 
reutilitzar-la i així reduir el cost derivat del seu consum. Paral·lelament, també s’estudia la 
viabilitat del destí de l'alga produïda per l'alimentació humana. 
Els objectius del treball són: i) determinar l’estat microbiològic de Ulva ohnoi per el consum 
humà, complint amb les normatives alimentàries actuals, ii) aïllar el principal cianobacteri epífit 
associat a l’alga, iii) assajar diferents medis de cultiu per determinar el més eficient pel 
creixement del cianobacteri epífit principal, iv) extraure el DNA del principal cianobacteri epífit. 
Els biomarcadors de seguretat alimentària estudiats han estat: coliforms totals i fecals, aerobis 
mesòfils totals, halòfils i Staphylococcus sp., Clostridium sulfit reductors, Clostridium perfringens 
i Vibrio cholerae. Per aïllar el principal cianobacteri epífit de la macroalga Ulva ohnoi s’han 
realitzat sembres en 10 medis de cultiu que es diferencien bàsicament per la riquesa en sals 
minerals, vitamines i també per si contenen agar o no. S’ha avaluat el creixement visualment de 
manera qualitativa i també realitzant preparacions microscòpiques. Finalment, un cop aïllat el 
principal bacteri epífit, s’ha fet créixer per obtenir suficient biomassa, i extreure el DNA amb el 
mètode del fenol-cloroform. 
Els resultats obtinguts permeten afirmar que l’alga és apta pel consum humà ja que compleix 
amb la normativa francesa (CEVA, 2014) que segueix el reglament de la UE nº 258/97. No s’ha 
detectat presència de biomarcadors indicadors de contaminació fecal, ni tampoc del patogen 
Vibrio cholerae. Els recomptes d´aerobis mesòfils totals es troben per sota del límit aconsellat 
(<105 UFC/g o mL). Dels medis avaluats, el L1 (Guillard y Hargraves, 1993) amb actidiona és el 
que ha permès un major creixement, per ser un medi ric en factors de creixement (tiamina, 
biotina i B12). A més, la presència de l’antibiòtic ha permès purificar la suspensió bacteriana. 
També s’ha aconseguit multiplicar el principal cianobacteri en volums de 100 mL, obtenint 
suficient biomassa i s’ha extret el DNA amb una bona qualitat i està apunt per realitzar la PCR 
per a la seva identificació. 
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Resumen 
 
En los últimos años ha aumentado el cultivo de macroalgas destinadas sobre todo a la 
alimentación humana, que de una forma cada vez más frecuente se han ido incorporando en las 
dietas de todo el mundo debido a su alto valor nutritivo (proteína, fibra, vitaminas y minerales). 
En las instalaciones de la ESAB-UPC se estudian las condiciones de cultivo de las macroalgas del 
género Ulva, como parte de la instalación de acuicultura multitrófica integrada (AMTI) con un 
sistema de recirculación en acuicultura (RAS). En esta instalación se utilizan las macroalgas con 
una función de biofiltro, para eliminar los nutrientes del agua que sale de los tanques de los 
peces, para reutilizarla y así reducir los costes derivados de su consumo. Paralelamente, también 
se estudia la viabilidad del destino del alga producida para la alimentación humana. 
Los objetivos del trabajo son: i) determinar el estado microbiológico de la Ulva ohnoi para el 
consumo humano, cumpliendo las normativas alimentarias actuales, ii) aislar la principal 
cianobacteria epífita, iii) ensayar con diferentes medios de cultivo para determinar cuál es el 
más eficiente para el crecimiento de la principal epífita, iv) extraer el DNA de la principal 
cianobacteria epífita. 
Los biomarcadores de seguridad alimentaria estudiados han sido: coliformes totales y fecales, 
aerobios mesófilos totales, halófilos y Staphylococcus sp., Clostridium sulfito reductores, 
Clostridium perfringens y Vibrio cholerae. Para asilar la principal cianobacteria epífita de la 
macroalga Ulva ohnoi se han realizado siembras en 10 medios de cultivo que se diferencian 
básicamente por la riqueza en sales minerales, vitaminas y también por si contienen agar o no. 
Se ha evaluado el crecimiento visualmente de manera cualitativa y también realizando 
preparaciones microscópicas. Finalmente, una vez aislado la principal bacteria epífita, se ha 
hecho crecer para obtener la suficiente biomasa, y extraer el DNA mediante el método del fenol-
cloroformo. 
Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que el alga es apta para el consumo humano ya 
que cumple la normativa francesa (CEVA, 2014) que sigue el reglamento de la UE nº 258/97. No 
se ha detectado la presencia de biomarcadores indicadores de contaminación fecal, ni tampoco 
del patógeno Vibrio cholerae. El recuento de aerobios mesófilos totales se encuentra por debajo 
del límite aconsejado (<105 UFC/g o mL). De los medios evaluados, el L1 (Guillard y Hargraves, 
1993) con actidiona es el que ha permitido un mayor crecimiento, por ser un medio rico en 
factores de crecimiento (tiamina, biotina y B12). También la presencia del antibiótico ha 
permitido purificar la suspensión bacteriana. También se ha conseguido multiplicar la principal 
cianobacteria en volúmenes de 100 mL, obteniendo suficiente biomasa y se ha extraído el DNA 
con una buena calidad y está apunto para realizar una PCR para su identificación. 
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Abstract 
 
In the last few years the cultivation of seaweed around the world has increased; mainly the 
macroalgae, that are used for human food. The main reason is the high nutritional value of 
seaweed (proteins, fiber, vitamins and minerals). 
In ESAB-UPC have an installation of the Integrated Multitrophic Aquaculture (IMTA) techniques 
use Ulva sp. as biofilter for recirculation water of fish farm. These techniques allow to reduce 
dissolved nutrients and the energetic cost installation and, at the same time, the viability of the 
algae produced for human food is also studied. 
The objectives of the work are: i) to determine the microbiological status of the Ulva ohnoi for 
human consumption, complying with current food regulations, ii) isolating the main epiphyte 
cyanobacteria, iii) try different culture media to determinate the most efficient growth of main 
epiphyte cyanobacteria iv) extracting the DNA from the main cyanobacteria epiphyte. 
The food safety biomarkers studied were: total and fecal coliforms, total mesophilic aerobes, 
halophiles and Staphylococcus sp., Clostridium sulfite reducers, Clostridium perfringens and 
Vibrio cholerae. In order to isolate the main epiphytic cyanobacteria of the Ulva ohnoi 
macroalgae, plantings have been carried out in 10 culture media that are basically differentiated 
by the richness of mineral salts, vitamins and also whether they contain agar or not. Growth has 
been assessed visually qualitatively and also by making microscopic preparations. Finally, once 
the main epiphytic cyanobacteria has been isolated, it has been grown to obtain sufficient 
biomass, and to extract the DNA by the phenol-chloroform method. 
The results obtained allow us to affirm that the seaweed is safe for human consumption, 
because it complies with the French regulations (CEVA, 2014) and the EU regulation nº 258/97. 
Not detected fecal contamination, and neither the pathogen Vibrio cholerae. The total 
mesophilic aerobic count is below the recommended limit (<105 CFU / g or mL). Of the evaluated 
media, the L1 (Guillard and Hargraves, 1993) with actidione is the one with the best growth, 
because it is a medium rich in growth factors (thiamine, biotin and B12). Also the presence of 
the antibiotic has allowed to purify the bacterial suspension. It has also been possible to multiply 
the main cyanobacteria in 100 mL volumes, obtaining enough biomass for extracting the DNA 
with a good quality and is ready to perform a PCR for identification. 
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1. Introducción 
1.1 Producción de algas  
La Real Academia Española (RAE, 2017) define el termino alga como: “Cada una de las plantas 
talofitas, unicelulares o pluricelulares, que viven de preferencia en el agua, tanto dulce como 
marina, y que, en general, están provistas de clorofila acompañada a veces de otros pigmentos 
de colores variados que la enmascaran. El talo de las pluricelulares tiene forma de filamento, 
de cinta o de lámina y puede ser ramificado”. Una primera clasificación que se aplica a las algas 
es según si son unicelulares (microalgas) o pluricelulares (macroalgas). El termino microalga 
agrupa un conjunto de microorganismos unicelulares capaces de llevar a cabo la fotosíntesis, 
generalmente son organismos fotoautótrofos, pero también hay microalgas capaces de 
utilizar materia orgánica como fuente de energía o de carbono (AST ingeniería S. L., 2013). Por 
el contrario las macroalgas según (APROMAR, 2014) se pueden definir como: “conjunto de 
vegetales talófitos cuyo ciclo biológico se desarrolla en el medio marino, provistos de 
pigmentos fotosintetizadores que les permiten un modo de nutrición autótrofa y que en 
alguna fase de su ciclo de vida permanecen fijados al substrato marino, creando biotopos 
litorales más o menos homogéneos”. 
Globalmente, cada año se recogen unos 25 millones de toneladas de algas. China es el mayor 
productor mundial de algas; para hacerse una idea, en el año 2013, produjo 13.5 millones de 
toneladas de algas. Esto representa más de la mitad de la producción media anual de todo el 
mundo (FAO, 2014). En la actualidad se cultivan algas en unos 50 países alrededor del mundo, 
y su producción no deja de crecer año tras año. Se estima que, durante la última década, la 
producción ha aumentado un 8% cada año (FAO, 2016).  
Según el centro francés de estudios y valorización de las algas (CEVA, 2011) se estima que las 
macroalgas cultivadas representan un 93% del total de la producción mundial (Figura 1) y es 
la forma de producción que más aumenta año tras año. Por ejemplo en Indonesia la 
producción de macroalgas cultivadas pasó de ser de un millón de toneladas en el año 2005, a 
llegar a los 10 millones de toneladas en 2014 (FAO, 2016). Al contrario que en las macroalgas, 
los valores de producción del cultivo de microalgas no están muy reflejados en las estadísticas 
a nivel mundial disponibles por la FAO. Ya que, por ejemplo, muy pocos países muestran sus 
datos sobre la producción de Spirulina spp. así como de las demás microalgas cultivadas (FAO, 
2016). 
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El 27 % de las algas marinas y microalagas comercializadas a nivel mundial, se obtuvieron sin 
necesidad de aportar alimentación, es decir, estas algas únicamente consumieron recursos de 
su medio natural. Pero el mayor crecimiento en la producción lo encontramos en las especies 
que han sido alimentadas (FAO, 2016). 
 
El alga que más se cultiva a nivel mundial es Laminaria japónica, que se utiliza para producir el 
kombu (FAO, 2004). Kombu es el nombre japonés que se le da a las algas secas producidas con 
diferentes especies de Laminaria: L. longissima, L. japónica, L. angustata, L. coriacea and L. 
ochotensis (McHugh, 2003). El kombu se utiliza en una gran variedad de recetas japonesas: sopas, 
estofados, para hacer encurtidos y como infusión (McHugh, 2002). Después de Laminaria japónica 
las algas más cultivadas a nivel mundial son: Undaria pinnatifida (para producir wakame), Porphyra 
(para producir nori) y Hizika fusiforme. Todas ellas son algas que se utilizan principalmente como 
alimento para humanos (FAO, 2004). 
En Europa las algas se han utilizado principalmente para la extracción de ficocoloides, polisacáridos 
más o menos complejos con capacidad para formar geles; por ello, se utilizan como agentes 
gelificantes, espesores y estabilizantes. Sus principales aplicaciones las encontramos en la industria 
alimentaria, biomédica y en productos para el hogar (Gómez, 2013). 
En España, a pesar de disponer de una gran superficie de costa y un elevado número de especies 
diferentes, no existe la tradición del consumo humano de algas. Aunque en los últimos años se está 
revalorizando este producto, e introduciéndose de forma gradual en la dieta (Gómez, 2013).  
Figura 1. Porcentajes de macroalgas cultivadas y recolectadas a nivel mundial en el año 2008 
(CEVA, 2011). 
Figura 1. Porcentajes de macroalgas cultiv da  y recolectadas a nivel mundial en el ño 2008 
(CEVA, 2011). 
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La principal razón por la cual se están incorporando macroalgas en las dietas occidentales, es a 
causa de sus propiedades nutritivas, a su sabor y textura. Las algas presentan un alto poder nutritivo 
y un bajo contenido en grasas y calorías, presentan ácidos linoleicos y α-linoleico que ayudan a 
proteger la piel y las mucosas contra los radicales libres que provoca el envejecimiento. También 
contienen un alto contenido en proteínas con aminoácidos esenciales, así como carbohidratos, un 
alto contenido en yodo y fósforo y en minerales como hierro, calcio, magnesio, potasio, silicio y 
sodio. También presentan vitaminas A, B, C, D, E, K y en menos concentración vitamina B12 (Valdés 
et al., 2008). Todo esto hace de las algas un alimento funcional muy completo y atractivo para el 
consumidor, con un gran futuro en la industria alimentaria, y en la actualidad se están estudiando 
las algas marinas para utilizarse en alimentación como una alternativa más saludable a la sal (FAO, 
2016). 
Debido a su creciente demanda, en los últimos 50 años se ha diversificado enormemente las 
técnicas de cultivo de algas. Las principales técnicas de cultivo se pueden agrupar en 2 grandes 
grupos: ficocultura extensiva, es una técnica muy primitiva (técnicas de semicultivo) que se basa 
únicamente en aumentar la superficie de fijación, y diseminar plántulas, así como trasplantar talos 
fértiles de un lugar a otro, para que las especies se naturalicen. Usando grandes superficies con una 
baja densidad de cultivo; y la ficocultura intensiva, en la que se controla todo el proceso de 
crecimiento, con el objetivo de tener una mayor producción, en la menor superficie posible, es decir 
con una alta densidad de cultivo. La ficocultura intensiva pude realizarse directamente en el mar, 
en plantas terrestres o en una combinación de las dos (APROMAR, 2014).  
La acuicultura multitrófica integrada (AMTI) es un método innovador de acuicultura intensiva, que 
permite el cultivo simultáneo de diferentes especies (figura 2): las especies alimentadas 
(generalmente peces) y las especies extractivas (algas y/o invertebrados marinos) (Alexander y 
Hughes 2017). La FAO (2008) lo define como: “sistema de acuicultura en el que se comparten 
recursos, agua, alimentación, manejo, etc., con otras actividades”. De esta forma se crea un sistema 
de economía circular, donde las especies extractivas se alimentan de los desechos y residuos de las 
especies alimentadas (Alexander et al. 2016). 
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Esta técnica no es nueva, en China se lleva practicando durante siglos, pero en Europa y América, 
es en los últimos años cuando se ha empezado a utilizar, principalmente en plantas pilotos 
destinadas a la investigación (Alexander y Hughes 2017). 
Un ejemplo de sistema AMTI a nivel industrial seria el que encontramos en la isla china de 
Zhangzidao, al norte del Mar Amarillo, donde la empresa Zhangzidao Fishery Group Co. Ltd. utiliza 
un sistema AMTI a nivel industrial en aguas abiertas a 40 millas de la costa. Con unas superficie de 
más de 40.000 ha (en islotes artificiales de 10 a 40 m de profundidad), en las que 26.500 ha son 
para el cultivo de vieiras (Patinopecten yessoensis), 10.000 ha para Scapharca broughtonii, 660 ha 
para pepinos de mar (Apostichopus japonicus) y 100 ha para abulón (Haliotis discus hannai). Esta 
instalación lleva funcionando desde hace más de una década, habiendo producido en el año 2005, 
28.000 toneladas en total entre las 4 especies que cultiva, con una valor de unos 60 millones de 
dólares. A diferencia de los sistemas de acuicultura intensiva tradicionales, en esta instalación se 
han optimizado las relaciones ecológicas entre especies incluyendo la siembra y propagación de 
algas marinas, así como la creación de arrecifes artificiales (Troell et al., 2009). 
Las instalaciones AMTI a pequeña escala, en plantas piloto, son una buena forma de investigar, pero 
presentan a día de hoy limitaciones. Las limitaciones se deben sobre todo a la hora de pasar esta 
Figura 2. Diagrama conceptual de una instalación AMTI, donde encontramos las especies 
alimentadas y las extractivas. En este ejemplo vemos como los crustáceos cultivados aprovechan 
pequeñas partículas de materia orgánica (POM) y las algas nutrientes inorgánicos disueltos (DIN), 
ambos provienen de los nutrientes generados por las especies alimentadas (Chopin, 2006). 
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tecnología a instalaciones industriales mucho más grandes. Las 3 principales limitaciones son según 
Troell et al.(2009): 
o No se puede prever correctamente el efecto de la biocompatibilidad entre las especies 
extractivas, al trabajar con biomasas pequeñas de las especies alimentadas. 
o No se puede predecir con exactitud la producción de biomasa que tendría la instalación 
AMTI a escala industrial. 
o No se pueden extrapolar de manera fácil los costes económicos y los beneficios, a partir de 
una pequeña instalación. 
En el norte de Portugal encontramos un ejemplo de planta piloto AMTI (Figura 3). Esta instalación 
se situó dentro de una empresa de acuicultura intensiva de pescados, principalmente de rodaballo 
(Scophthalmus rhombus). La empresa quería avanzar hacia un sistema de recirculación de agua 
marina o sistema RAS (Recirculating Aquaculture Systems), por este motivo colaboró en una 
investigación que consistió en analizar si podía funcionar una instalación AMTI con sistema RAS a 
nivel industrial, siendo económica y productivamente viable. El sistema AMTI que utilizaron, estaba 
formado por 12 tanques de polietileno de 1200 L cada uno. Se cultivaron rodaballos y con el agua 
recirculada, algas marinas (Gracilaria vermiculophylla). Se estudiaron las tasas de crecimiento, la 
productividad y la eliminación de nutrientes del agua recirculada. Los resultados del experimento 
fueron positivos, ya que se obtuvo un buen rendimiento y las algas crecieron sin epífitas, pero el 
principal inconveniente fue que las diferentes especies cultivadas necesitaron un tiempo de 
adaptación de un año, para poder obtener una buena productividad. Se demostró que el sistema 
AMTI-RAS es eficaz y aporta beneficios para las piscifactorías (Abreu et al., 2011). 
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La mayor parte de las instalaciones AMTI utilizadas en la actualidad para el cultivo de peces y de 
algas y/o moluscos, utilizan el sistema conocido como “flow-throght”, que se basa en captar agua 
del mar y hacerla circular una única vez por la instalación, primero por los tanques con los peces y 
a continuación por los tanques con las algas y/o moluscos, para que estas actúen como biofiltro y 
así reduzcan la carga de nutrientes antes de devolver el agua al mar. Pero para reducir costes 
económicos y ambientales, la acuicultura actualmente está evolucionando hacia la reutilización del 
agua marina. En estos sistemas, conocidos como RAS (Recirculating Aquaculture Systems) es muy 
importante un correcto control del nitrógeno y del fósforo, ya que al haber recirculación del agua, 
encontramos concentraciones mucho más elevadas que las encontraríamos en los sistemas “flow-
throght”. Las principales ventajas económicas de las instalaciones AMTI con sistema RAS, están 
relacionadas con la ventaja de no tener que ir cogiendo cada vez agua del mar, esto también 
provoca que las instalaciones puedan estar lejos de primera línea de mar y estar en terrenos 
interiores mucho más económicos. También hay un ahorro importante en oxígeno, ya que las algas 
aprovechan el CO2 que han producido los peces con la respiración, y las algas al hacer la fotosíntesis 
transforman el CO2 en O2 que utilizaran los peces, y así sucesivamente (Klimaitis, 2016). 
Figura 3. Instalación planta piloto AMTI en el norte de Portugal y detalle de las algas cultivadas 
(Gracilaria vermiculophylla), sin presentar epífitas (Abreu et al., 2011). 
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En el presente trabajo, la alga estudiada es la especie Ulva ohnoi, cultivada en un sistema AMTI-RAS 
en una planta piloto. Esta alga, se caracteriza por presentar talos grandes y frágiles de color verde 
claro, con un grosor de entre 30 a 55 µm (Hiraoka et al., 2004) y 20-30 cm de largo (Guiry, 2017). 
Esta macroalga, presenta gametófitos dioicos, que producen anisogametos biflagelados (Guiry, 
2017). Ulva ohnoi es originaria de las costas japonesas bañadas por el océano pacifico (Hiraoka et 
al., 2004). 
Las diferentes especies de Ulva habitan en lugares bien iluminados y con exceso de nutrientes, por 
eso es frecuente encontrarlas en zonas portuarias y en estuarios. Forman parte de las conocidas 
como “mareas verdes” (APROMAR, 2014). La especie más conocida del genero Ulva es la Ulva 
lactuca, conocida popularmente como lechuga de mar, ya que su aspecto recuerda a una lechuga. 
Esta macroalga tiene un talo con sección transversal, presentando dos capas de células 
(GERMOPLASMA, 2015). 
El género Ulva también se utiliza como biofiltro para aguas contaminadas, con una gran eficiencia 
en instalaciones AMTI, debido a su capacidad para absorber el ion amonio (NH4+), a su elevada tasa 
de crecimiento y a su buena tolerancia a altas temperaturas e irradiancias elevadas (Winberg et al., 
2009). 
 
1.2. Comunidades bacterianas asociadas a las macroalgas  
Las macroalgas marinas normalmente están asociadas a comunidades bacterianas epífitas, es decir 
bacterias que habitan sobre la superficie de las algas. La presencia de epífitas sobre las macroalgas 
marinas, pueden ser beneficiosas o perjudiciales desde el punto de vista del crecimiento del alga.  
Generalmente las relaciones beneficiosas entre macroalgas y bacterias epífitas son de tipo sinérgico 
(Figura 4). Un ejemplo de ello, es la relación de bacterias epífitas como Roseobacter o Sulfitobacter 
que aprovechan los compuestos orgánicos y el oxígeno que producen las algas (en este ejemplo, 
diatomeas) al hacer la fotosíntesis (Kouzuma y Watanabe, 2015). Y las algas, por su parte, 
aprovechan el CO2 que producen las bacterias, y en algunos casos factores de crecimiento (por 
ejemplo vitaminas) necesarios para las algas, que han sido producidos por las epífitas (Anaya, 2003).  
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Las macro algas analizadas en este trabajo pertenecen al género Ulva, clasificadas como algas 
verdes (CEVA, 2014). Son especies exclusivas de aguas marinas saladas, y se ha demostrado que 
están asociadas con diferentes bacterias estableciéndose una relación de simbiosis entre el alga y 
las bacterias. Esta interacción cruzada, es beneficiosa tanto para el alga como para la bacteria 
(Wichard, 2015).  
De acuerdo con Wicahard (2015) las bacterias beneficiosas han sido aisladas e identificadas y 
pertenecen a los géneros: Cytophaga, Flavobacterium, Caulobacter, y Pseudomonas. Según la 
especie de Ulva sp. analizada, se aislaron un número diferente de bacterias simbióticas asociadas. 
Se ha demostrado que estas bacterias favorecen al crecimiento y la formación del talo del alga, y a 
su reproducción. También se ha demostrado que para una correcta maduración del talo se necesita 
la presencia de más de una cepa de los géneros bacterianos citados anteriormente y que sin su 
presencia, las algas estudiadas crecían con malformaciones.  
Por otro lado encontramos que la presencia de algunas epífitas provoca en las alga problemas de 
crecimiento, y pueden alterar la correcta absorción de oxígeno, de CO2, de nutrientes, también 
ocasionar problemas en la captación de luz, problemas físicos como la inhibición de la esporulación, 
etc., incluso pueden llegar a causar la muerte del alga (Wang et al., 2016). Algunas especies de 
bacterias epífitas perjudiciales para las macroalgas marinas, las encontramos en los géneros 
Alteromonas, Flavobacterium, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Vibrio y Zobellia, son capaces de 
dañar las paredes celulares de las algas al secretar enzimas como agarasas, carragenasas y alginato 
liasas facilitando, que posteriormente, bacterias patógenas oportunistas se introduzcan dentro del 
Figura 4. Esquema de la interacción beneficiosa, entre un alga y una bacteria epífita (Anaya, 2003). 
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alga (Ibrahim et al., 2015). Una de estas bacterias patógenas oportunistas, es Vibrio, que ha podido 
ser aislada de algas rojas de los géneros Porphyra , Eucheuma y Gracilaria (Wang et al., 2008).  
Un estudio realizado con dos especies de algas rojas (rodófitas), Gelidium crinale y Pterocladiella 
capillacea, ambas con un gran interés comercial, determinó la presencia de diferentes bacterias 
epífitas. Se aislaron un total de 9 grupos bacterianos aunque se identificaron 7 géneros. Éstos 
fueron: Alcaligenes sp., Bordetella sp., Acinetobacter sp., Pseudomonas sp.1, Pseudomonas sp.2, 
Pseudomonas sp.3, Flavobacterium sp., Vibrio sp. y Vigribacillus sp. Se demostró que la bacteria 
epífita Vigribacillus es la que producía más enzimas degradantes (de celulosa, proteasa, amilasa, 
quitinasa y lipasa) en Pterocladiella capillacea (Ibrahim et al., 2015).  
Las bacterias epífitas perjudiciales que habitan en las algas cultivadas en instalaciones AMTI con 
agua recirculada de los peces, están asociadas mayoritariamente a cianobacterias (Camps et al., 
2017), que son bacterias fotosintéticas ampliamente distribuidas en ecosistemas acuáticos. En 
presencia de luz, los principales nutrientes para su crecimiento son: magnesio, amonio, calcio, 
hierro (Stanier et al., 1979), siendo los dos principales el fósforo y el nitrógeno (Mantzouki et al., 
2016). En las aguas eutrofizadas, se ha estudiado que el nutriente más abundante es el fósforo (Rai, 
et al. 2016).  
Estudios recientes han demostrado, que actualmente el aumento de cianobacterias en un 
ecosistema acuático, se debe principalmente al aumento de temperatura en los medios acuáticos 
debido al cambio climático y en menor grado a la eutrofización antropogénica (Mantzouki et al., 
2016). 
Con el objetivo de evitar el crecimiento de cianobacterias en los tanques de producción de algas, se 
plantean estrategias para controlar los nutrientes presentes en las aguas, pero no siempre es fácil 
eliminar la carga de nutrientes del medio, debido a limitaciones prácticas y económicas, y además 
la eliminación no es inmediata. Por eso en la actualidad se están estudiando métodos más rápidos 
de eliminación de cianobacterias en el agua, ya que, en algunos ámbitos, es urgente controlar su 
presencia. Por ejemplo en el agua potable, el agua de acuicultura, de actividades recreativas, 
industriales… Algunos de estos métodos son el uso de microrganismos efectivos, conocidos como 
EM©, básicamente formados por bacterias lácticas (Lactobacillus y Lactococcus) y levaduras 
(Saccharomyces y Candida). Otro método es el uso de las conocidas como algas doradas 
(Orchromonas), y la utilización de extractos de plantas (Lürling et al. 2016). Se han estudiado la 
utilización de extractos de paja de cebada, para reducir el crecimiento algas unicelulares y 
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filamentosas (Welch et al., 1990), y de cianobacterias como Microcystis aeruginosa (Newman y 
Barrett, 1993). A parte de los métodos biológicos comentados, también se pueden utilizar métodos 
físicos para eliminar cianobacterias por ejemplo el uso de ultrasonidos, que únicamente es efectivo 
en volúmenes de agua no excesivamente grandes (Lürling et al. 2016).  
También existen técnicas para eliminar las epífitas una vez ya han aparecido en la superficie de las 
algas. Un método estudiado consiste en aprovechar la capacidad que tienen algunas especies de 
algas de almacenar nitrógeno, las especies estudiadas con esta capacidad son: G. tikvahiae, 
Enteromorpha spp., y U. lactuca (Fujita, 1985), y el procedimiento consiste en poner las algas 
infectadas por epífitas en un medio sin nitrógeno durante unos días (de 9 a 14 días), hasta que el 
nivel de nitrógeno en los tejidos del alga disminuya a niveles críticos. Como las bacterias epífitas 
necesitan nitrógeno, y en el medio no hay, las bacterias morirán. A excepción de si se trata de 
cianobacterias con la capacidad de fijar nitrógeno molecular, entonces este método no funcionará 
(Harrison y Hurd, 2001).  
La presencia de cianobacterias en el agua no únicamente afecta a las algas, también a los peces que 
se cultivan. Las cianobacterias provocan la disminución del oxígeno disuelto (DO) en el agua, que se 
obturen las branquias de los peces, y problemas de intoxicación debido a la producción y liberación 
de cianotoxinas en el agua, principalmente agua dulce pero también pueden estar presente en agua 
de mar y en suelos. Todo esto puede llegar a causar la muerte de los peces (Sinang y Sinden, 2016). 
Se han descrito distintas cianotoxinas producidas por cianobacterias, la principal cianotoxina 
encontrada en instalaciones acuícolas principalmente de agua dulce, es la microcistina. Esta toxina 
se acumula en los tejidos de los peces, básicamente en el hígado, pudiendo provocarles la muerte. 
La presencia de la toxina en peces de consumo humano también es un problema alimentario que 
afecta a los consumidores ya que en función de la concentración de la cianotoxina presente en los 
peces, ésta no es detectada en los controles de seguridad alimentaria rutinarios (Sinang y Sinden, 
2016). 
Los principales géneros de cianobacterias que son capaces de producir microcistinas son: 
Oscillatoria spp., Microcystis spp., Anabaena spp., Anabaenopsis spp., Planktothrix spp. y Nostoc 
spp. (Sinang y Sinden, 2016). 
Las epífitas que crecen en las algas no son únicamente de origen bacteriano, también pueden ser 
provocadas por otras algas, conocidas como algas filamentosas epífitas (EPA). Estas epífitas 
aparecen en condiciones de altas temperaturas del agua, con cambios en el pH y la salinidad del 
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medio, y con altas radiaciones de los rayos UV, provocando problemas de crecimiento en las algas 
afectadas (Borlongan et al., 2011). Un ejemplo de alga filamentosa que actúa como epífita de otra 
alga, son las algas pardas del género Elachista, que actúa como epífita sobre diversas algas de la 
familia de las fucáceas, también pertenecientes al grupo de las algas pardas (APROMAR, 2014).  
 
1.3. Aplicaciones de la Ulva sp. 
Está documentado que las algas marinas se utilizaban como alimento ya en el siglo IV en Japón, y 
en el siglo VI en China. En la actualidad estos dos países juntamente con Corea del Sur, son los 
principales consumidores de algas marinas para alimentación humana (McHugh, 2002). En cuanto 
a alimentación animal (tanto terrestres como marinos) en general se han utilizado las algas marinas 
en forma de pienso, cuando estas poseen compuestos únicos o difíciles de aislar de otras fuentes 
(Peña-Rodríguez et al., 2010). 
Aparte del uso como alimentación que representa el 75% de la producción mundial, otros usos que 
se da a las algas, a nivel mundial son: la extracción de coloides (13%) y en menor cantidad (12%) 
otras aplicaciones (agricultura, cosméticos, química…) (APROMAR, 2014). 
Ulva lactuca se utiliza como alimento en Japón desde hace miles de años. En Europa es una de las 
algas alimentarias más conocidas en los últimos años (Figura 5). Se recoge principalmente en las 
costas francesas de Bretaña y Charente. Su principal uso es como condimento alimentario (Thalgo, 
2017). 
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Se ha estudiado el efecto que tiene introducir en la dieta de ratas con obesidad Ulva ohnoi, 
obteniendo resultados positivos en la reducción de grasa corporal y de la presión arterial. También 
se mejoró la utilización de la glucosa, así como la sensibilidad a la insulina (Perdigón et al., 2016). 
No únicamente se utiliza la macroalga Ulva para alimentación humana, también se utiliza en forma 
de harina, para alimentar crustáceos cultivados, como por ejemplo el camarón (Litopenaeus 
vannamei). La adición de harina de Ulva en el pienso provoca mejoras como una mejor absorción 
del agua y que la textura sea más suave; y en la eficiencia alimenticia, mejorando la tasa de 
crecimiento y una mayor pigmentación. Todas estas mejoras hacen que aumente la calidad del 
camarón cultivado (Peña-Rodríguez et al., 2010). 
También se está estudiando in vitro e in vivo la macroalga Ulva sp., para su utilización como 
ingrediente prebiótico funcional tanto para animales como para humanos, por su contenido en 
ciertos polisacáridos. Los prebióticos son compuestos no digeribles que estimulan la actividad y el 
crecimiento de la microbiota intestinal (O’Sullivan et al., 2010). 
En Europa la principal aplicación que se les ha dado a las algas ha sido para la extracción de coloides. 
Los principales coloides con interés comercial obtenidos de algas marinas son: el alginato que se 
usa principalmente en odontología; el agar utilizado principalmente en biología como gelificante 
para medios de cultivo; y la carragenina utilizada principalmente como aditivo alimentario 
(McHugh, 2002).  
Figura 5. Figura 5 Envase comercial de Ulva sp., deshidratada para uso alimentario (Porto-Muiños, 
2017). 
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Otros usos comerciales que se les da a las algas marinas los encontramos en la industria cosmética 
(Figura 6), donde por ejemplo se usan macroalgas del genero Ulva sp. para fabricar cremas por sus 
propiedades hidratantes y remineralizantes (Thalgo, 2017). 
 
Una de las características por las que destaca el género Ulva a nivel de aplicaciones, es por la 
presencia de un polisacárido conocido como ulvan, que se compone de β-(1,4)-xyloglucano, 
glucuronato y celulosa (O’Sullivan et al., 2010). Este polisacárido tiene una gran variedad de 
aplicaciones en diferentes ámbitos: producción de anticoagulantes, antivirales, antitumorales, 
antihipercolesterémicos, etc. También se utiliza este polisacárido en el campo de los biomateriales, 
para la fabricación de nanofibras, medios de cultivo celular y macropartículas (Machado, 2015). 
1.4. Legislación alimentaria sobre las algas 
Las algas como alimento cada vez tienen más consumidores en Europa, a pesar de ser un alimento 
relativamente nuevo para la mayoría de los europeos, las algas no se consideran un nuevo alimento 
a nivel de legislación, ya que en otras partes del mundo sobre todo en Asia ya se consumían algas 
desde hace miles de años (Aecosan, 2016). Por lo tanto las algas no se incluyen en el reglamento de 
la UE nº 258/1997 sobre de nuevos alimentos, y no están sujetas a regulaciones particulares en la 
Unión Europea (Holdt y Kraan 2011). 
Figura 6. Producto cosmético hecho con extracto concentrado de Ulva sp. (Algabase, 2017). 
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Las algas para alimentación humana deberán cumplir alguna normativa específica respecto a 
contaminantes, como el reglamento nº 420/2011 de la UE que modifica el reglamento nº 
1881/2006, añadiendo más alimentos, entre ellos las algas marinas. Este reglamento europeo fija 
el contenido máximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios. Esta 
normativa señala que los contenidos máximos de plomo y cadmio que se exige en las frutas y en las 
verduras, no son realistas para las algas marinas ya que estas de forma natural pueden contener 
valores más altos. Por tanto, las algas se eximen de los valores máximos de plomo y cadmio 
indicados para las frutas y verduras, que son 0.10 y 0.050 mg/kg de peso seco respectivamente, y 
3.0 mg/kg de peso seco de cadmio para los suplementos alimenticios producidos exclusivamente o 
principalmente de algas marinas. El reglamento nº 420/2011 indica que en un futuro se deberán de 
analizar más datos sobre la presencia de metales pesados para decidir si es necesario fijar valores 
máximos en las algas marinas.  
En Francia y en otros países como en Dinamarca, se han hecho regulaciones especificas más 
estrictas adaptando el reglamento de la UE nº258/97, con los valores máximos permitidos de 
metales pesados (plomo, cadmio, mercurio, cobre, magnesio, zinc y arsénico) (tabla 1), que no 
deberán superar las algas destinadas a la alimentación humana (Gómez, 2013). En Dinamarca se 
consideran las macroalgas Fucus serratus y Ulva sp. como nuevos alimentos, y por lo tanto deben 
cumplir el reglamento de la UE nº 258/1997 sobre nuevos alimentos (Holdt y Kraan, 2011). 
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Valores máximos permitidos para algas o condimentos a partir de algas en 
mg/kg de peso seco 
Arsénico mineral 3 
Cadmio 0,5 
Mercurio 0,1 
Plomo 5 
Estaño 5 
Yodo 2000 
 
La normativa francesa también regula los valores máximos de microorganismos patógenos, 
presentes en las algas comestibles. Los valores máximos están indicados en unidades formadoras 
de colonias (UFC) de los diferentes microrganismos patógenos, por gramo de producto seco. Estos 
valores máximos son: 105 para bacterias aerobias mesófilas totales, 10 para coliformes fecales, 102 
para Staphylococcus aureus, 1 para Clostridium perfringens, y la ausencia de Salmonella en 25 
gramos de muestra seca. Y se ha publicado una lista (tabla 2), con las 24 algas alimentarias cuyo uso 
está permitido (CEVA, 2014). 
España carece de una legislación específica para las algas comestibles y sus derivados (Gómez, 
2013). A pesar de los resultados obtenidos en varios análisis que se han realizado en algas 
comestibles legales en España, y que se hayan detectado que estas presentan valores superiores a 
los permitidos en países como Francia con una legislación más estricta, sobre todo en los niveles de 
arsénico orgánico y cadmio (Holdt y Kraan 2011). 
 
Tabla 1. Valores máximos permitidos de metales pesados y de yodo para algas o condimentos 
elaboraros a partir de algas en mg/kg de peso seco (CEVA, 2014). 
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Nombre científico (nombre común) 
Macroalgas Microalgas 
Algas pardas Algas rojas Algas verdes 
Ascophyllum nodosum Palmaria palmata (Dulse) Ulva sp. (Lechuga de 
mar) 
Spirulina sp. 
Fucus vesiculosus y Fucus serratus Porphyra umbilicalis (Nori) Enteromorpha 
sp. (Aonori) 
Odontella 
aurita 
Himanthalia elongata (Spaghetti de mar) Porphyra tenera (Nori) 
 
Chlorella sp. 
Undaria pinnatifida (Wakame) Porphyra yezoensis (Nori) 
  
Laminaria digitata (Kombu) Porphyra dioica (Nori) 
  
Laminaria saccharina (Kombu royal) Porphyra purpurea (Nori) 
  
Laminaria japonica (Kombu) Porphyra laciniata (Nori) 
  
Alaria esculenta (Wakame atlantique) Porphyra leucostica (Nori) 
  
 
Chondrus crispus (Piocha o 
Lichen) 
  
 
Gracilaria 
verrucosa (Ogonori) 
  
 
Lithothamnium 
calcareum (Maërl) 
  
 
 
Tabla 2. Lista de especies permitidas para alimentación en Francia (CEVA, 2014). 
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1.5. Objetivos 
El presente trabajo tiene como objetivo general el estudio de dos aspectos microbiológicos 
asociados al crecimiento de la macroalga Ulva ohnoi, como parte de la instalación de acuicultura 
multitrófica integrada (AMTI) con un sistema de recirculación en acuicultura (RAS) situada en la 
Escuela Superior de Agricultura de Barcelona (ESAB). 
En esta instalación se utilizan las macroalgas con una función de biofiltro para eliminar los 
nutrientes del agua que sale de los tanques de los peces, para así reutilizarla y reducir el coste 
derivado de su consumo. Paralelamente, también se estudia la viabilidad del destino del alga 
producida para la alimentación humana.  
En este contexto, los objetivos específicos de este trabajo son: 
1. Estudiar la viabilidad de la Ulva ohnoi para el consumo humano, de acuerdo a las 
normativas alimentarias actuales. Para ello se estudiarán los siguientes biomarcadores de 
seguridad alimentaria: coliformes totales y coliformes fecales, aerobias mesófilas totales, 
halófilos y Staphylococcus sp., Clostridium sulfito-reductores, Clostridium perfringens y 
Vibrio cholerae. 
2. Aislar cianobacterias epífitas de la macroalga Ulva ohnoi cultivada en la instalación AMTI-
RAS y determinar la cianobacteria dominante en la instalación.  
3. Ensayar diferentes medios de cultivo para averiguar cuál es el más efectivo para el 
crecimiento de la cianobacteria epífita dominante y así poder multiplicarla. 
4. Extraer el DNA de la cianobacteria epífita aislada. 
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2. Material y métodos 
Este trabajo consta de 3 partes experimentales realizadas a partir de muestras de alga y de agua 
procedentes de la instalación de acuicultura multitrófica AMTI-RAS ubicada en la ESAB. La primera 
parte del estudio (punto 2.2) consistió en analizar los principales biomarcadores de seguridad 
alimentaria de la macroalga Ulva ohnoi, y de las aguas de los tanques de las algas y de los peces, de 
la instalación para ver si cumplían con la legislación alimentaria actual. El segundo estudio (punto 
2.3) consistió en aislar las cianobacterias epífitas que crecían sobre la macroalga Ulva ohnoi y una 
vez aisladas se realizó el tercer estudio (punto 2.4), que consistió en la multiplicación de la biomasa 
para realizar la extracción del DNA de la cianobacteria epífita, y mantener el DNA congelado (-20 
0C) para, cuando sea posible, poder realizar la identificación molecular.  
2.1 Procedencia de las muestras 
Las muestras de algas de Ulva ohnoi y de agua de los tanques analizados, provenían de una 
instalación (figura 7) con sistema de acuicultura multitrófica integrada (AMTI) con sistema de 
recirculación RAS, situada en el laboratorio de peces de la Escuela Superior de Agricultura de 
Barcelona (ESAB), en el campus del Baix Llobregat de la Universitat Politècnica de Catalunya (UPC). 
La instalación disponía de un biofiltro, dos filtros de malla y una unidad de desinfección con luz 
ultraviolada por donde circulaba el agua del sistema para controlar los posibles patógenos, y estaba 
formada por cinco tipos diferentes de tanques: dos tanques cilíndricos de peces con un diámetro 
de 95.5 cm y una altura de 28 cm, que contenían lenguados (Solea senegalensis) con una masa 
aproximada de 25 kg cada uno de ellos. Estos tanques disponían de una unidad de control de 
temperatura, para controlar que el agua de los peces se mantuviera a 20 °C; 3 tanques (R1, R2 y R3) 
cilíndricos verticales con una altura de 64 cm y con una capacidad de 90 L con un fondo ligeramente 
cóncavo, cada tanque disponía de un foco de luz y un sistema de aireación para crear movimiento 
a las macroalgas Ulva ohnoi que contenían; y 2 tanques semicirculares (NA1 y NA2) con una 
superficie de 0,64 m2 y una capacidad de 172 L, contenían también la macroalga Ulva ohnoi y 
presentaban un sistema para conseguir un movimiento de agua de rotación horizontal; un tanque 
de expansión cilíndrico con un diámetro interior de 80 cm y una altura de 60 cm, que incluye el 
biofiltro, este biofiltro oxida el NH4+, procedente del agua de los peces, a NO3- ; y un depósito 
intermedio que su función es repartir el agua a los tanques de las algas, tiene un sistema formado 
por una boya para bloquear la entrada de agua cuando esta llega a un cierto nivel. El agua circula a 
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partir de los tanques de los peces, pasando a un tanque de expansión que su finalidad es la de 
repartir el agua a los tanques de las algas tanto a los R como a los NA, volviendo posteriormente 
una parte del agua recirculada al tanque de expansión que devuelve parte del agua a los tanques 
de los peces, pero antes pasando por el biofiltro, los filtros de malla y la unidad de control de 
temperatura y desinfección (con luz ultra violada). (Machado, 2015; Klimaitis, 2016) 
Las muestras de algas infectadas con epífitas para el experimento explicado en el punto 2.3, se 
recogieron del tanque semicircular NA2. Estas algas provenían inicialmente del centro que tiene el 
instituto de investigación y tecnología agroalimentarias (IRTA) en Sant Carles de la Ràpita (Machado, 
2015; Klimaitis, 2016). Mientras que las muestras de agua fueron recogidas del tanque NA2 en el 
caso de las algas, y del tanque T1 para las muestras de agua de los peces. 
 
 
 
 
R1, R2, R3 Tanques Ulva 
T1 y T2 Tanques lenguados 
NA1 y NA2 Tanques Ulva 
FI Bomba 
B Biofiltro 
FM Filtro de malla 
D Depósito intermedio 
Figura 7. Esquema de la instalación AMTI RAS, con leyenda de los componentes. 
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2.2. Análisis de los principales biomarcadores de seguridad 
alimentaria de la macroalga Ulva, agua de los tanques de las 
algas y agua de los tanques de los peces 
2.2.1. Recogida y procesado de las muestras 
Se recogieron 4 muestras de: alga, agua de los tanques de las algas y agua de los tanques de los 
peces, en 4 días diferentes, repartidos en 2 días por cada semana (el 27 de febrero y los días 2, 6 y 
9 de marzo del año 2017). Las muestras se recogieron con botellas de PYREX de 100 mL 
esterilizadas. Se cogieron 90 mL para cada una de las muestras de agua, y 15 g de muestras de alga. 
Para introducir las algas en la botella se utilizaron guantes desechables de látex para no 
contaminarlas. Para el análisis microbiológico de las muestras de agua, se cogió con una 
macropipeta con la punta estéril, 10 mL de muestra de agua, y se añadieron en una botella de PYREX 
que incluía 90 mL de una solución esterilizada de Ringer ¼, que posteriormente se homogenizó 
manualmente. Para el análisis microbiológico del alga se pesaron 10 g de la muestra y se introdujo 
en una bolsa Stomacher junto a solución de 90 mL esterilizada de Ringer ¼. Posteriormente se 
introdujo en un homogeneizador Stomacher durante 60 segundos.  
Posteriormente se hicieron de cada una de las muestras diluciones decimales, de 1:100, 1:1000 y 
1:10000 en tubos de PYREX que contenían una solución esterilizada de Ringer ¼, asegurándose de 
agitarlas con un vórtex, para una correcta homogenización. 
Los biomarcadores de seguridad alimentaria estudiados para la macroalga Ulva fueron: coliformes 
totales y coliformes fecales, aerobias mesófilas totales, halófilos y Staphylococcus sp., Clostridiium 
sulfito-reductores, Clostridium perfringens y Vibrio cholerae.  
Estos biomarcadores de seguridad alimentaria han sido analizados de acuerdo a la normativa 
francesa (CEVA, 2014), que sigue la regulación de la UE nº 258/97. Se ha añadido la determinación 
de Vibrio cholerae al considerase importante, ya que se trata de un microorganismo patógeno que 
vive en aguas saladas (Belchior, 2003). En la tabla 3 se detalla el medio de cultivo utilizado, las 
diluciones realizadas y la lectura e interpretación de los resultados, para cada uno de los 
biomarcadores estudiados en cada muestra. 
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Biomarcador Medio Diluciones 
realizadas 
Lectura e interpretación de resultados 
Coliformes 
totales 
Verde Brillante 
Bilis 2% 
(campana 
Durham) 
10-1, 10-2 y 10-3 A las 48 h, se observa si hay turbidez y gas en la campana 
Coliformes 
fecales 
Agar Endo - A las 24h, recuento en placa de las colonias con brillo 
verde metálico 
Aerobios 
mesófilos 
totales 
Agar de 
Recuento en 
Placa 
10-1, 10-2 , 10-3 y 
10-4 
A las 48h, recuento de colonias que han crecido en las 
placas 
Halófilos y 
Staphylococcus 
sp. 
Agar Manitol 
hipersalino 
10-1, 10-2 A las 48 h, recuento de todas las colonia crecidas en placa 
(Halófilas) y de las colonias amarillas rodeadas de una 
halo amarillo (Staphylococcus sp.)  
Vibrio cholerae Agar Tiosulfato 
Citrato Bilis 
Sacarosa 
10-1, 10-2 y 10-3 A las 48 h, recuento en placa de las colonias que tienen 
una halo amarillo alrededor 
Clostridium 
sulfito-
reductores 
Agar sulfito de 
hierro 
10-1 A las 48 h, recuento de colonias negras en el tubo 
Clostridium 
perfringens 
Agar sulfito 
polimixina 
sulfadiazina 
10-1 A las 48 h, recuento de colonias negras en el tubo 
 
 
Tabla 3. Resumen de los biomarcadores de seguridad alimentaria analizados. 
Control microbiológico de la macroalga Ulva ohnoi   32 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
2.2.2. Análisis de coliformes totales y fecales 
Se prepararon tres series de tubos, cada serie formada por tres tubos PYREX con medio Verde 
Brillante Bilis 2% (BGBL) y una campana Durham por tubo. 
Se empezó añadiendo 1 mL de la dilución 1:10 de la muestra, en los tres tubos de la primera serie. 
Luego 1 mL de la dilución 1:100 en los tubos de la segunda serie, por último se añadió 1 mL de la 
dilución 1:1000 en cada tubo de la tercera serie (Pascual Anderson y Calderón y Pascual, 2000). 
Las tres series de tubos se incubaron en una estufa a 35 °C, y se leyeron los resultados a las 48 horas.  
Los tubos que presentaban gas se consideraban positivos, para saber el número de “coliformes” 
por gramo o mL de muestra se consultó la tabla del número más probable (N.M.P.) (Pascual 
Anderson y Calderón y Pascual 2000, p. 29). 
Los tubos de coliformes totales positivos se sembraron por estría en placas de Petri con agar Endo, 
para analizar los coliformes fecales. Las placas se incubaron durante 18 a 24 horas en estufa a 35 ± 
2 °C, después se observó si aparecían colonias de color rosa oscuro a rojizo con brillo verde metálico 
(B.D., 2013). Las placas con este tipo de colonias se interpretaron como resultado positivo y se 
consultó la tabla de N.M.P. para saber el número de coliformes totales por gramo o mL de muestra. 
2.2.3. Análisis de aerobias mesófilas totales 
Se prepararon 4 placas de Petri, en cada placa se añadió 1 mL de la dilución correspondiente. En la 
primera placa se añadió 1 mL de la dilución 1:10 de la muestra, en la segunda placa 1 mL de la 
dilución 1:100 de la muestra y así sucesivamente. 
A continuación, en cada placa de Petri se añadieron 20 mL del medio agar de Recuento en Placa 
(PCA), y se repartió de manera uniforme el medio, por toda la placa. Para asegurarnos que se mezcló 
correctamente la muestra con el medio, se agitaron las placas en forma de 8 en la mesa, un total 
de 15 veces. 
Las placas sembradas, se incubaron en una estufa a 35 °C, y se leyeron los resultados a las 48 horas. 
Se contaron las colonias que habían crecido en la placa, se utilizó un contador de colonias (Selecta 
modelo “Digital S”) para facilitar el trabajo.  
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Para saber el número de bacterias aerobias mesófilas totales por g o mL de muestra (ufc/g o mL) se 
contaron las colonias en las placas que contenían entre 15 y 300 colonias, y se calculó la media 
aritmética. El resultado se tuvo que multiplicar por el factor de dilución (Rius Bofill, 2006). 
2.2.4. Análisis de halófilos y Staphylococcus sp. 
Se prepararon 4 placas de Petri, en cada placa se añadió 1 mL de la dilución correspondiente. En la 
primera placa se añadió 1 mL de la dilución 1:10 de la muestra, en la segunda placa 1 mL de la 
dilución 1:100 de la muestra y así sucesivamente. 
A continuación, en cada placa de Petri se añadieron 20 mL de medio Agar Manitol hiper salino 
(MSA), y se repartió de manera uniforme el medio por toda la placa. Para asegurarnos que se 
mezclaba correctamente la muestra con el medio, se agitaron las placas en forma de 8 en la mesa, 
un total de 15 veces.  
Las placas sembradas, se incubaron en una estufa a 35 °C, y se leyeron los resultados a las 48 horas. 
Se contaron las colonias crecidas independientemente de su aspecto y paralelamente, se contaron 
las colonias amarillas rodeadas de un halo amarillo. Las primeras eran colonias de microrganismos 
halófilos y las segundas, correspondían a Staphylococcus sp.; que incluye a especies 
enteropatógenas. Para saber el número de los dos biomarcadores por g o mL de muestra (ufc/g o 
mL) se contaron las colonias en las placas que contenían entre 15 y 300 colonias, y se calculó la 
media aritmética. El resultado se tuvo que multiplicar por el factor de dilución. 
2.2.5. Análisis de Vibrio cholerae  
Se prepararon 4 placas de Petri, en cada placa se añadió 1 mL de la dilución correspondiente. En la 
primera placa se añadió 1 mL de la dilución 1:10 de la muestra, en la segunda placa 1 mL de la 
dilución 1:100 de la muestra y así sucesivamente. 
A continuación, en cada placa de Petri se añadieron 20 mL de medio Agar Tiosulfato Citrato Bilis 
Sacarosa (TCBS), y se repartió de manera uniforme el medio, por toda la placa. Para asegurarnos 
que se mezclaba correctamente la muestra con el medio, se agitaron las placas en forma de 8 en la 
mesa un total de 15 veces. 
Las placas sembradas se incubaron en una estufa a 35 °C, y se leyeron los resultados a las 48 horas. 
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Se contaron las colonias que tenían un halo amarillo alrededor, ya que se trataba de las colonias de 
V. cholerae. Para saber el número de Vibrio cholerae. por g o mL de muestra (ufc/g o mL) se 
contaron las colonias en las placas que contenían entre 15 y 300 colonias, y se calculó la media 
aritmética. El resultado se multiplicó por el factor de dilución. 
2.2.6. Análisis de Clostridium sulfito-reductores 
En un tubo de plástico estéril de 15 mL de capacidad, se introdujeron 9 mL de agar sulfito de hierro, 
más 1 mL de la dilución 1:10 de la muestra. Se agitó para una correcta repartición de la muestra y 
se enfrío rápidamente con ayuda de agua fría corriente, para que se solidificara lo más rápidamente 
posible y evitar la redisolución del oxígeno. 
Se añadió una capa de vaselina para evitar que entrada oxígeno. Los tubos, se incubaron en una 
estufa a 35 °C, y se leyeron los resultados a las 48 horas. 
Se contaron el número de puntos negros. Los puntos negros indicaban la presencia de colonias de 
Clostridium sulfito-reductores. 
Para saber el número de Clostridium sulfito reductores que había, en la muestra por g o mL, hubo 
que multiplicar el valor de los tubos positivos por el factor de dilución (Rius Bofill, 2006). 
2.2.7. Análisis de Clostridium perfringens 
En un tubo de plástico estéril de 15 mL de capacidad, se introdujeron 9 mL de medio agar sulfito 
polimixina sulfadiazina (SPS), más 1 mL de la dilución 1:10 de la muestra. Se agitó para una correcta 
repartición de la muestra. Se enfrió rápidamente el tubo con ayuda de agua del grifo para que se 
solidificara lo más rápidamente posible. 
A continuación se añadió una capa de vaselina para evitar que entrara oxígeno. 
Los tubos se incubaron en una estufa a 35 °C, y se leyeron los resultados a las 48 horas. 
Se contaron el número de puntos negros. Los puntos negros indicaban la presencia de colonias de 
Clostridium perfringens. 
Para saber el número de Clostridium perfringens que había, en la muestra por g o mL, hubo que 
multiplicar el valor de los tubos positivos por el factor de dilución (Rius Bofill, 2006). 
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2.3. Estudio de las cianobacterias epífitas asociadas a la macroalga 
Ulva 
Para el estudio de las cianobacterias epífitas asociadas a la macroalga partimos de las observaciones 
que periódicamente detectaban en muestras de Ulva procedentes de la instalación AMTI-RAS de la 
ESAB (Machado, 2015). Como ya hemos comentado en la introducción el crecimiento de la epifita 
provoca cambios de pigmentación en el alga y problemas de crecimiento. 
Con la finalidad de purificar e identificar la cianobacteria epífita, se realizaron siembras periódicas 
de bacterias epífitas presentes en las superficies del alga que crecía en los tanques. Para ello, se 
seleccionaron visualmente muestras de Ulva de la instalación que presentaran la epífita (figura 8) 
y, en condiciones asépticas, y con la ayuda del asa de siembra, se frotó ligeramente la superficie del 
alga para facilitar el desprendimiento de la bacteria epífita, que se inoculó en distintos medios de 
cultivo.  
 
Paralelamente a las siembras de epífitas, se incubó en el laboratorio el alga contaminada con la 
bacteria epífita. Para ello, se preparó un balón de cristal de 5000 mL SCHOTT DURAN, en el que se 
instaló un sistema de aireación de acuario con un filtro de piedra adherido en el fondo del balón 
con una ventosa de 12 mm de diámetro. A continuación, se añadieron con unas pinzas de metal 
estériles las muestras de algas con epífita en el interior del balón, y se añadieron 4 L de agua 
destilada. También se agregaron nutrientes: 1,94 g de sal de nitrato de sodio, 0,4 g de hierro en 
Figura 8. Ulva ohnoi con cianobacterias epífitas. Fuente: Samuel Machado. 
Control microbiológico de la macroalga Ulva ohnoi   36 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
forma de EDTA férrico sódico cristal y 32 mL de una solución madre de fósforo de 100 mg P/L 
preparada con 0,4390 g /L de sal KH2PO4. Los componentes se añadieron de acuerdo a los valores 
típicos de las concentraciones de nutrientes que se han registrado en los tanques donde se cultivan 
las algas en la instalación estudiada. 
Se introdujo el balón en una estufa (Ing. Climas modelo AGP-320/HR) (Figura 9) con una 
temperatura que en los primeros días del estudio fue de 21oC y un fotoperiodo con ciclos de 12 
horas de luz/oscuridad controlado por un temporizador analógico con enchufe (figura 10). 
 
 
Figura 9. Balón con las muestras de algas con epífitas dentro de la cámara de cultivo con el 
sistema de aireación ya instalado 
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En vistas de los resultados se decidió modificar y subir la temperatura de la cámara de cultivo a 24 
°C y añadir un foco para aumentar la radiación lumínica para aumentar el crecimiento dentro de la 
cámara de cultivo. Se midió la radiación fotosintética activa PAR (figura 11) con un sensor de luz 
conectado a un datalogger. El sensor se situó en diferentes posiciones de la cámara de cultivo (tabla 
4), para saber cuáles recibían más luz y así poner las placas o tubos en esas posiciones 
preferentemente. 
 
Figura 10. Temporizador analógico con enchufe 
Figura 11. Cámara de cultivo con el foco de luz añadido. Los números indican los puntos 
donde se midió la intensidad lumínica 
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Posición cámara de cultivo PAR (µE m-2 s-1) 
1 44,665 
2 56,522 
3 70,843 
4 61,773 
 
La siembra de las bacterias epífitas se realizó en una cámara de flujo laminar (Telstar modelo Micro-
H) en condiciones estériles. La siembra se realizó en distintos medios, y éstos fueron tanto sólidos 
como líquidos. Para la siembra en medios sólidos se rasco la bacteria epífita con un asa de siembra 
microbiológica y se sembró por estrías en superficie en placas de Petri. Mientras que para la siembra 
en medios líquidos se frotaron las bacterias epífitas con un asa de siembra microbiológica y se 
sumergieron en el medio. En función del ensayo se requirieron volúmenes de medio distintos con 
lo que se utilizaron distintos soportes (tubos de ensayo, placas microtiter, matraces Erlenmeyer y 
botellas de PYREX). Durante 5 meses se fueron sembrando y resembrando diferentes muestras de 
bacterias epífitas en diferentes medios de cultivos tanto solidos como líquidos, para ver cuál era el 
más eficaz para el crecimiento de la principal cianobacteria epífita que estábamos estudiando y así 
luego poderlas aislar.  
Se probaron un total de 10 medios de cultivos diferentes cuya composición se detalla en las tablas 
5, 6 y 7. Los medios ensayados en orden de utilización fueron:  
1. Agar estándar  
2. Agar algas (ADSA-MICRO S.A. España) 
3. Agar cianofíceas (Scharlab S.L. España) 
4. Caldo cianofíceas (Scharlab S.L. España) 
5. Caldo cianofíceas enriquecido (Scharlab, S.L. España) 
6. Agar cianofíceas enriquecido (Scharlab, S.L. España) 
7. L0  
8. L1 modificado (Guillard y Hargraves, 1993) (En vez de silicio lleva extracto de levadura) 
9. L1 (Guillard y Hargraves, 1993) (tabla 7) 
10. L1 (Guillard y Hargraves, 1993) con antibiótico (actidiona 11 mg/
Tabla 4. Valores de la radiación fotosintética activa (PAR) en diferentes puntos de la cámara de 
cultivo. 
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Medios de cultivo 
Nº 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 Agar 
estándar 
Agar 
algas 
Agar 
cianofíceas 
Caldo 
cianofíceas 
Caldo cianofíceas 
enriquecido 
Agar cianofíceas 
enriquecido 
L0 L1 
modificado 
L1 L1 + 
antibiótico 
Agar para 
bacteriología 
15 g 15 g 15 g - - 15 g - - - - 
Caldo para algas - 1,87 g - - - - - - - - 
Caldo para cianofíceas - - 0,184 g 0,184 g 0,184 g 0,184 g - - - - 
Solución de 
oligoelementos 
- - - - 0,33 mL 0,33 mL 0,33 
mL 
- - - 
Solución de P de 100 
mg P/L 
- - - - - - 0,5 
mL 
- - - 
NaNO3 - - - - - - - 75 g 75 
g 
75 g 
NaH2PO4 ·2 H2O - - - - - - - 5 g 5 g 5 g 
Extracto de levadura - - - - - - - 30 g - - 
Solución de SiO2 al 1% - - - - - - - - 1 
mL 
1 mL 
Solución de elementos 
traza 
- - - - - - - 1 mL 1 
mL 
1 mL 
Solución de vitaminas  - - - - - - - 1 mL 1 
mL 
1 mL 
Actidiona - - - - - - - - - 11 mg 
Agua tanque de las 
algas 
1 L 1 L - - - - - - - - 
Agua destilada - - 1 L 1 L 1 L 1 L - - - - 
Agua tanque de los 
peces o agua de mar 
- - - - - - 1 L 1 L 1 L 1 L 
Tabla 5. Composición de los diferentes medios de cultivo utilizados en el experimento. 
11.  
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Tabla 6. Composición de la solución de oligoelementos. 
 
 
 
 
 
Tabla 7. Composición del medio L1 (Guillard y Hargraves, 1993). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*A partir de una dilución 1/10 de una solución de SiO2 de concentración 10% (p/v) 
**B12 a partir de solución comercial Optovite B12 “1000 gammas”, cada ampolla de 2 mL contiene 
1000 µg de cianocobalamina  
Fórmula solución de oligoelementos (g/L) 
Na2 EDTA 14 
Fe(NH4)2 (SO4)2·6 H2O 14 
MnSO4· H2O 1,6 
FeCO3·6 H2O 0,5 
ZnSO4·7 H2O 0,2 
CoSO4·7 H2O 0,05 
componentes 
g por litro Añadir en un litro de medio 
NaNO3 75 1 mL 
NaH2PO4 . 2H2O 5 1 mL 
Na2SiO3 · 9H2O* 30 1 mL 
Solución de elementos traza  1 mL 
Solución de vitaminas  0,5 mL 
Composición de la solución de elementos traza 
   Modificaciones realizadas 
Na2EDTA · 2H2O 4,36  
FeCl3 · 6H2O 3,15  
MnCl2 · H2O 178,10  244,9 g MnCl2· 4H2O  
ZnSO4 · 7H2O 23,00  
CoCl2 · 6H2O 11,90  
CuSO4 · 5H2O 2,50  
Na2MoO4 · 2H2O 19,90  
H2SeO3 1,29 1mL solución 1000mg Se/L 
NiSO4 · 6H2O 2,63 0,5mL solución 1000mg Ni/L 
Na3VO4  1,84  2,68g NaVO3 
K2CrO4 1,94  
Composición de la solución de vitaminas 
Tiamina  0,1000 
Biotina 0,5000 1 mL 
B12** 0,5000 1 mL 
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Cuando se observaba crecimiento a nivel macroscópico entonces se realizaban preparaciones 
microscópicas húmedas. Para ello se introducía en condiciones asépticas y con la ayuda de un asa 
de siembra una suspensión de microorganismos entre un portaobjetos y un cubreobjetos, y se 
observaban al microscopio óptico a 400 aumentos (Estándar 16, Zeiss). 
2.4. Evaluación de la eficacia del medio L1 preparado con agua de mar 
y preparado con agua del tanque de los peces 
Para probar la diferencia entre el medio L1 preparado con agua de los tanques de los peces y con 
agua de mar, se hicieron resiembras en placas microtituladoras o microtiter de 24 pocillos de 2 mL 
de capacidad cada uno (figura 12). En los pocillos se sembraron suspensiones de la cianobacteria 
epífita crecidas en tubos y trozos de Ulva con epífita. La placa consta de 4 filas, y en dos de ellas se 
introdujo el medio L1 preparado con agua de mar y en las otras dos filas el medio L1 preparado con 
agua de los peces. De las 6 columnas, en 3 se inocularon cianobacterias crecidas en tubos con medio 
L1, y en 3 trozos de Ulva ohnoi con epífita. 
 
Figura 12. Placa microtiter sembrada con epífitas, imagen hecha después de la siembra. Las filas A y B 
contienen medio L1 preparado con agua de mar, y las filas C y D contienen medio L1 
preparado con agua del tanque de los peces. En las columnas 1, 2 y 3 se sembraron las 
cianobacterias, y en las columnas 4,5 y 6 se sembraron trozos de alga con epífitas. 
Control microbiológico de la macroalga Ulva ohnoi   42 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
2.5. Concentración celular y extracción de DNA 
Para poder realizar la extracción de DNA de la cianobacteria epífita dominante por el método del 
fenol-cloroformo, fue necesario obtener un mínimo de 50 mg de biomasa de la epífita aislada. 
2.5.1. Obtención de biomasa 
Para aumentar la biomasa de la cianobacteria epífita, se prepararon tubos de ensayo de PYREX 
estériles con tapón de rosca de plástico, con 10 mL de medio L1 (Guillard y Hargraves 1993) 
preparado con agua del tanque de los peces, más actidiona en una concentración de 11 mg/L. Una 
vez hubo crecimiento en los tubos de ensayo, se realizó una resiembra en matraces Erlenmeyer de 
100 mL con 50 mL de medio L1 (Guillard y Hargraves 1993) preparado con agua de los peces con 
actidiona (11 mg/L), para así aumentar su biomasa. 
 Una vez creció en los matraces Erlenmeyers se resembro en botellas de PYREX de 100 mL y de 250 
mL, con 50 mL y 100 mL respectivamente de medio L1 (Guillard y Hargraves 1993) preparado con 
agua de peces y con actidiona, en la misma concentración que la comentada anteriormente. 
2.5.2. Filtración 
Para el proceso de filtración se utilizaron filtros circulares de microfibra de vidrio con poros de 70 
mm de diámetro. Los filtros se colocaron en un embudo Büchner colocado en un matraz kitasato 
(figura 13), que a la vez este estaba conectado a una bomba de vacío.  
 
Figura 13. Matraz kitasato con un embudo Büchner conectado a una bomba de vacío. 
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Primero se vertía poco a poco parte del contenido de la suspensión de cianobacterias, y se filtraba. 
Una vez eliminada el agua, se limpiaban las cianobacterias retenidas en el filtro con agua destilada 
para eliminar las sales que pudiera tener y evitar interferencias en la extracción del DNA. 
Después con ayuda de unas pinzas y una espátula estériles se rascaba el filtro (figura 14) con 
suavidad para no romperlo, y se iba introduciendo el material en tubos Eppendorf. Se trabajó con 
guantes de látex sin polvo, para no contaminar el material. En total se rellenaron 2 tubos Eppendorf. 
 
 
2.5.3. Liofilización 
Se cogieron los 2 tubos Eppendorf y se introdujeron en un contenedor con nitrógeno líquido (figura 
15) para su congelación. Se esperó 10 segundos para su total congelación y se retiraron del 
contenedor los tubos ya congelados. 
Figura 14. Filtro de microfibra de vidrio con el material retenido después de filtrar. 
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Una vez congelados los 2 tubos Eppendorf, con ayuda de una aguja estéril se hizo un agujero en su 
tapa para permitir la salida del agua solidificada. Los tubos se colocaron en una bandeja dentro del 
liofilizador (figura 16), y se dejaron liofilizando 24 horas.  
 
2.5.4. Extracción DNA 
De cada tubo Eppendorf con el material liofilizado, se rellenaron dos nuevos tubos Eppendorf 
esterilizados con 50 mg de material liofilizado en cada uno. A continuación se cogieron los 4 tubos 
Eppendorf acabados de preparar con los 50 mg de material liofilizado y se le añadió a cada tubo 
500 µL de la solución de lisis GlassBeads CTAB Buffer (Tris 100 mM pH 8.4; NaCl 1.4 M; EDTA 25 mM 
pH 7.5 y CTAB 2% + PVP 2%). Después se pusieron a incubar en una Thermomixer modelo confort 
Figura 15. Contenedor con nitrógeno líquido. 
Figura 16. Liofilizador, las muestras se pusieron en una bandeja en el último piso. 
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de la marca Eppendorf a 14000 rpm y a una temperatura de 65 °C durante una hora (figura 17) y a 
continuación, se añadió a cada tubo 250 µL de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico y se centrifugó 
con una centrifuga de la marca Hettich (figura 18) durante 10 minutos a 10000 r.p.m. 
 
 
Se recogieron con una micropipeta 500 µL del sobrenadante de cada tubo y se pasaron a un nuevo 
tubo Eppendorf donde se les añadió 250 µL de fenol y 250 µL de cloroformo, se agitó con un vórtex 
Figura 17. Thermomixer comfort de la marca Eppendorf 
Figura 18. Centrífuga de la marca Hettich modelo mikro 120. 
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y se centrifugó 10 minutos a 10000 r.p.m. Una vez centrifugado se recogió de cada tubo 500 µL del 
sobrenadante con una micropipeta y se pasó a un nuevo tubo Eppendorf. A continuación, se añadió 
en cada tubo 500 µL de cloroformo y se volvió a centrifugar 10 minutos a 10000 r.p.m. Luego se 
volvió a coger con una micropipeta, 500 µL del sobrenadante de cada tubo y se pasaron a un nuevo 
tubo Eppendorf, y se añadió a cada tubo 750 µL de isopropanol (a -20 °C) para que precipitaran los 
ácidos nucleicos. Se centrifugaron los tubos Eppendorf 10 minutos a 5 °C y 10000 r.pm., a 
continuación se guardaron los tubos Eppendorf hasta el día siguiente en el congelador a -20 °C (Lee 
et al., 2003). 
A la mañana siguiente se hicieron dos lavados con 500 µL de etanol al 70% (a -20 °C) en cada tubo 
y se decantó el etanol, seguidamente se dio un spin con la centrifuga hasta llegar a las 10000 r.p.m., 
para recoger el etanol de las paredes. Después se dejaron los tubos que contenían el pellet en la 
campana durante una hora para secarlo. Se disolvieron los pellets en 200 µL de TNE 1X (10 mM Tris, 
1 mM EDTA, 0.1 M NaCl, pH 7.4), después se preparó una dilución de 2 µL de RNAsa A (Sigma 32.5 
mL/mg) en 18 µL de TNE 1X y se añadió 1 µL de esta dilución en cada tubo y se centrifugó a 300 
r.p.m. durante una hora. Una vez centrifugado se recogió la fase superior y se le añadió a cada tubo 
200 µL de cloroformo, se volteó y se centrifugó a 10000 r.pm. durante 10 minutos. A continuación, 
se desechó el sobrenadante y se añadió 500 µL de etanol absoluto (a -20 °C) para que precipitara el 
DNA, se dejaron los tubos en el congelador (a -20 °C) durante 30 minutos. Después se centrifugaron 
en frio a 10000 r.p.m. los tubos Eppendorf durante 10 minutos y a continuación se añadieron 50 µL 
de H2O destilada para suspender los pellets secos y se guardó el material a -20 °C (Lee et al., 2003). 
Para observar la calidad del DNA extraído, se preparó una electroforesis. Para ello se llenó una 
cubeta horizontal con el mismo tampón de corrimiento (TBE) que se había utilizado para preparar 
el gel de agarosa al 0,8%, y se sumergió el gel en el tampón. A continuación, con ayuda de una 
micropipeta se cogieron 20 µL de cada uno de los tubos Eppendorf preparados anteriormente con 
el DNA extraído y el tampón de carga (con bromuro de etidio) y se depositaron con cuidado en cada 
uno de los pocillos, uno por cada Eppendorf. Después se colocó la tapa y se conectó a la electricidad, 
dejándolo correr durante una hora a 90 V. Seguidamente, se sacó el gel de la cubeta y se puso en 
un transiluminador con luz ultraviolada conectado a un ordenador para observar los resultados.  
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3. Resultados y discusión  
3.1 Biomarcadores de seguridad alimentaria de la macroalga Ulva, 
agua de los tanques de las algas y de los tanques de los peces 
Los resultados de los principales biomarcadores de seguridad alimentaria de la macroalga Ulva 
ohnoi, agua de las algas y agua de los lenguados (Solea senegalensis), indican ausencia de los 
microrganismos patógenos evaluados en concentraciones que puedan afectar negativamente a la 
salud de los seres humanos. 
En las tablas 8, 9 y 10 se presentan los resultados obtenidos, expresados en unidades de log10 UFC/g 
o mL en función de la muestra, con los valores promedios, máximos y mínimos, así como la 
desviación estándar, de las 4 muestras recogidas durante dos semanas de los dos tipos de aguas 
(de los tanques de los peces y de los tanques de las algas) y de la alga Ulva ohnoi cultivada en una 
instalación AMTI con sistema RAS. 
Se pueden observar (tablas 8 y 9) valores promedios muy parecidos en las dos aguas analizadas, la 
de los tanques de las macroalgas y la de los tanques de los peces. En los dos tipos de aguas 
analizadas sólo hubo crecimiento del biomarcador aerobias mesófilas totales obteniéndose valores 
muy bajos (≤ Log10 1 UFC/mL). Y en el caso de las muestras de agua del tanque de las algas, también 
se obtuvo crecimiento de bacterias halófilas con valores muy bajos (Log10 0,1 UFC/mL). Además se 
puede afirmar que las bacterias halófilas presentes no pertenecen bacterias enteropatógenas del 
género Staphylococcus sp.; aunque haría falta analizarlas, probablemente se trate de bacterias 
halófilas autóctonas de aguas marinas (Ramírez et al. 2004).  
En ambas aguas se cumple la normativa francesa sobre algas comestibles (CEVA, 2014), ya que los 
valores positivos de bacterias aerobias mesófilas totales son inferiores a 105 UFC/g. 
Durante el periodo de recogida de las muestras de aguas, el agua de los tanques de las algas marinas 
se mantuvo a una temperatura entre 18,4 y 20,5 °C y con un rango de pH de 7,74 a 8,55. Mientras 
que el agua de los tanques de los peces tuvo valores de temperatura entre 18,4 y 19,1 °C y un rango 
de pH entre 7,30 y 7,81. En las aguas marinas, la comunidad bacteriana dominante es la de bacterias 
halófilas y aunque los recuentos dependen principalmente de la materia orgánica y de la 
temperatura, al analizar las bacterias aerobias mesófilas totales es frecuente encontrar valores de 
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entre 103 y 106 UFC/mL (Kong y Ye, 2014). Los valores encontrados en el presente trabajo de 
bacterias aerobias mesófilas totales y bacterias halófilas están muy por debajo de los descritos para 
aguas de mar. El motivo podría ser la presencia de amoniaco, inhibidor del crecimiento microbiano. 
En este sentido hay que tener en cuenta que en las dietas utilizadas en acuicultura se basan en 
piensos muy ricos en proteínas (entre un 40 a 55%) y parte de esta proteína consumida se pierde 
en forma de amoníaco, mayormente por la excreción tanto por las branquias como por los riñones, 
y en menor cantidad en forma de urea (Orvay, 1993).  
Se ha estudiado que la presencia total de bacterias en aguas marinas aumenta gradualmente con 
la temperatura cuando esta supera los 16 °C (Kong y Ye, 2014), como es el caso de la instalación 
estudiada. Este hecho explicaría la mayor presencia observada de epífitas en la Ulva durante las 
estaciones de primavera y verano.  
La ausencia de los biomarcadores: coliformes totales, coliformes fecales, Clostridium sulfito 
reductores y Clostridium perfringens indica ausencia de contaminación fecal en los dos tipos de 
aguas. En las muestras analizadas, tampoco se ha detectado la presencia del patógeno Vibrio 
cholerae, que en caso de haberse hallado, su origen seria el agua de mar (Belchior, 2003). 
 
Biomarcadores Promedio (Log 
UFC/mL) 
D.E. Mínimo (Log 
UFC/mL) 
Máximo (Log 
UFC/mL) 
Coliformes totales 0 0 0 0 
Coliformes fecales 0 0 0 0 
Aerobias mesófilas totales 0,8 1,6 0 3,2 
Bacterias halófilas 0,1 0,15 0 0,3 
Staphylococcus sp. 0 0 0 0 
Vibrio cholerae 0 0 0 0 
Clostridium sulfito 
reductores 
0 0 0 0 
Clostridium perfringens 0 0 0 0 
 
 
Tabla 8. Recuentos bacteriológicos: agua tanque de las algas. 
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Biomarcadores Promedio (Log 
UFC/mL) 
D.E. Mínimo (Log 
UFC/mL) 
Máximo (Log 
UFC/mL) 
Coliformes totales 0 0 0 0 
Coliformes fecales 0 0 0 0 
Aerobias mesófilas 
totales 
1,0 1,33 0,0 2,8 
Bacterias halófilas 0 0 0 0 
Staphylococcus sp. 0 0 0 0 
Vibrio cholerae 0 0 0 0 
Clostridium sulfito 
reductores 
0 0 0 0 
Clostridium perfringens 0 0 0 0 
 
En la tabla 10 se pueden observar los valores obtenidos de los biomarcadores de seguridad 
alimentaria analizados para las muestras de la macroalga Ulva ohnoi. Se obtuvieron resultados 
negativos de coliformes fecales y totales, Vibrio cholerae, Clostridium sulfito reductores y de 
Clostridium perfringens. Por el contrario en bacterias aerobias mesófilas totales se obtuvieron 
valores positivos, pero inferiores a los 105 UFC/g establecidos por la normativa francesa (CEVA, 
2014). En Staphylococcus sp. también se obtuvieron valores positivos pero muy por debajo de los 
marcados por la normativa francesa como valores límite (≤ 102 UFC/g). Así como valores positivos 
de bacterias halófilas. 
Biomarcadores Promedio (Log 
UFC/g) 
D.E. Mínimo (Log 
UFC/g) 
Máximo (Log 
UFC/g) 
Coliformes totales 0 0 0 0 
Coliformes fecales 0 0 0 0 
Aerobias mesófilas 
totales 
4,0 0,39 3,6 4,5 
Bacterias halófilas 0,8 1,17 0 2,5 
Staphylococcus sp. 0,6 0,54 0 1,2 
Vibrio cholerae 0 0 0 0 
Clostridium sulfito 
reductores 
0 0 0 0 
Clostridium perfringens 0 0 0 0 
 
Tabla 9. Recuentos bacteriológicos: agua tanque de los peces. 
Tabla 10. Recuentos bacteriológicos: algas. 
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De los 3 tipos de muestras analizadas (dos aguas y algas), los recuentos más altos de los 
biomarcadores estudiados (figura 19), se obtuvieron al analizar las macroalgas. Únicamente en las 
muestras de Ulva ohnoi se obtuvieron valores positivos de Staphylococcus sp, mientras que en las 
muestras de agua, tanto de los tanques de los peces como de los tanques de las algas, no se detectó 
este biomarcador. La presencia de Staphylococcus sp. podría ser debida a la manipulación de la 
macroalga, a pesar de haberse realizado con guantes de látex y con pinzas estériles, ya que 
Staphylococcus sp. está presente en la mucosa y en la piel de los humanos y mamíferos y no en 
medios marinos (Otto, 2010). Para los biomarcadores de coliformes tanto fecales como totales, 
Vibrio cholerae, Clostridium sulfito reductores y Clostridium perfringens en ninguna de las muestras 
analizadas se obtuvieron valores positivos. 
 
Los recuentos más elevados en las muestras de algas se podrían explicar porque las bacterias se 
adhieren en superficies sólidas, y por ello también en la superficie de la Ulva ohnoi. Como se ha 
explicado en la introducción el género Ulva está asociado con varios géneros de bacterias epífitas 
(Wichard, 2015). En cambio, no parece que haya diferencias microbiológicas importantes entre los 
dos tipos de aguas analizadas. No obstante, se tendrían que realizar más repeticiones para poder 
efectuar un estudio estadístico y así determinar si existen o no diferencias significativas entre 
ambos tipos de agua. Por otra parte, hay que señalar que las desviaciones estándar de algunos 
biomarcadores son elevadas, y en algunos casos incluso superiores al valor promedio. Ello indica 
Figura 19. Resultados de los diferentes biomarcadores, A: de halófilos y Staphylococcus sp., de las 
muestras de Ulva ohnoi; B: coliformes totales; C: Vibrio cholerae D: Clostridium sulfito 
reductores y para Clostridium perfringens; E: Aerobias mesófilas totales 
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que probablemente existen modificaciones en los parámetros físico-químicos de las aguas que 
condicionan los recuentos microbianos.  
 
3.2. Estudio de las cianobacterias epífitas asociadas a la macroalga 
Ulva ohnoi 
En las tablas 11, 12, 13 y 14 se pueden observar los resultados obtenidos en las diferentes siembras 
realizadas con los diferentes medios de cultivo utilizados. En las primeras siembras realizadas en 
medios sólidos (agar estándar, agar algas y agar cianofíceas), se obtuvo muy poco crecimiento, e 
incluso nulo en agar estándar (cultivo nº1). A pesar de las múltiples siembras, tampoco hubo 
crecimiento adecuado en los medios caldo cianofíceas (cultivos nº 10 y 11), caldo cianofíceas 
enriquecido (cultivos del nº 12 al 19) ni agar cianofíceas enriquecido (cultivos del nº 20 al 35). La 
observación del crecimiento se realizaba cualitativamente observando visualmente la turbidez en 
tubos o presencia de colonias en placas. Si había crecimiento se realizaban preparaciones 
microscópicas para su observación al microscopio. Las preparaciones microscópicas preparadas a 
partir del crecimiento en placas con agar cianofíceas y agar cianofíceas enriquecido, y de 
suspensiones a partir de caldo cianofíceas y caldo cianofíceas enriquecido, se observó que aunque 
había una mezcla de microorganismos, predominaban células individuales verdes con una parte 
vacía (figura 20, A). Se compararon las células observadas con bibliografía de células de macroalgas 
del género Ulva (figura 20, B) y se determinó que muy probablemente se trataban de células de 
este género de algas marinas, en concreto la especie Ulva ohnoi. Ulva ohnoi forma células de color 
verde brillante, redondeadas, de 15 a 25 µm de diámetro mayor y 13 a 17 µm de diámetro menor 
(Casais, 2016). 
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Figura 20. A: Imagen en microscópico óptico con 400 aumentos; B: Células de Ulva ohnoi, visión 
en microscopio óptico de la zona apical-media con 1000 aumentos (Casais, 2016) 
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medio de 
cultivo 
muestra 
sembrada 
nº (nº 
replicas) 
crecimiento 
(+/-) 
días observación microscópica Resiembra en 
mismo medio (nº 
replicas) 
creci-
miento 
días observación 
microscópica 
agar 
estándar 
epífita alga 1 (9) - 7 - - - - - 
agar algas epífita alga 2 (2) - 13 - - - - - 
epífita pared 
balón 
3 (2) + 13 Células ovaladas con 
gemación y filamentos 
fragmentados 
- - - - 
agar 
cianofíceas 
epífita alga 4 (2) + 13 células esféricas verdes - - - - 
epífita alga 5 - 13 - - - - - 
epífita pared 
balón 
6 + 13 Células ovaladas con 
gemación y filamentos 
fragmentados 
- - - - 
epífita alga 7(3) + 13 filamentos fragmentados  - - - - 
epífita alga 8 (2) + 13 células esféricas verdes + (2)  -  - - 
epífita alga 9 (2) + 13 células esféricas verdes - - - - 
caldo 
cianofíceas 
agua 10 + 13 filamentos finos - - - - 
resiembra 
del nº 7 
11 (2) - - - - - - - 
Tabla 11. Resultados del crecimiento en los diferentes medios utilizados para cada una de las siembras realizadas, así como de sus resiembras. 
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medio de cultivo muestra 
sembrada 
nº (nº 
replicas) 
crecimie
nto (+/-) 
días observación microscópica resiembra 
en mismo 
medio (nº 
replicas) 
creci-
mien-
to 
días observación microscópica 
caldo 
cianofíceas 
enriquecido 
resiembra 
del nº 4 
12 + 8 células esféricas verdes + (4) + 5 células esféricas verdes 
resiembra 
del nº 3 
13 (2) + 8 células ovaladas con 
bipartición y gemación. 
+ (4) + 3 Filamentos fragmentados 
y células esféricas verdes 
resiembra 
del nº 7 
14 (2) - - - - - - - 
resiembra 
del nº 8 
15 + 5 células esféricas verdes - - - - 
resiembra 
del nº 9 
16 + 5 células esféricas verdes + (4) + 5 células esféricas verdes 
agua 17 + 5 filamentos fragmentados 
pequeños 
 -  - -  - 
epífita 
balón 
18 (2) + - -  -  -  - - 
resiembra 
del nº 5 
19 + 3 células esféricas verdes  -  -  - - 
agar cianofíceas 
enriquecido 
resiembra 
del nº 17 
20 (2)   12 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
 -  -  - - 
epífita 
balón 
21 - 12 -  -  -  - - 
resiembra 
del nº 3 
22 - 12 -  -  -  - - 
resiembra 
del nº 10 
23 (2) + 12 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
 -  -  - - 
resiembra 
del nº 13 
24 (4) + 12 a 
19 
filamentos fragmentados  + + 9 Filamentos fragmentados 
y células esféricas verdes 
 
Tabla 12. Resultados del crecimiento en los diferentes medios utilizados para cada una de las siembras realizadas, así como de sus resiembras. 
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medio de cultivo muestra 
sembrada 
nº (nº 
replicas) 
crecimien-
to (+/-) 
días observación microscópica resiembra 
en mismo 
medio (nº 
replicas) 
creci-
miento 
días observación microscópica 
agar cianofíceas 
enriquecido 
resiembra 
del nº 14 
25 + 19 células esféricas verdes  -  -  - - 
resiembra 
del nº 15 
26 + 19 células esféricas verdes  -  - -  - 
resiembra 
del nº 10 
27 + 19 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
 -  -  - - 
resiembra 
del nº 34 
35 + 28 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
 -  -  - - 
L0 resiembra 
del nº 10 
36 + 9 células esféricas verdes + (2) + 9 células esféricas verdes 
epífita alga 37 - 9 -  -  -  -   
resiembra 
del nº 27 
38 + 9 filamentos fragmentados  + (2) + 9 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
L1 modificado resiembra 
del nº 24 
39 + 9 Células individuales muy 
pequeñas 
+ + 16 células esféricas verdes 
epífita alga 40 - 9 -  -  - -  - 
resiembra 
del nº 27 
41 + 9 células esféricas verdes  -  -  - - 
resiembra 
del nº 30 
42 + 16 células esféricas verdes  - -   - - 
L1 (agua de mar) resiembra 
del nº 17 
43 (2) + 12 células esféricas verdes + - - - 
resiembra 
del nº 30 
44 (2) + 12 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
+ + 12 células esféricas verdes y 
cadenas fragmentadas 
 
Tabla 13. Resultados del crecimiento en los diferentes medios utilizados para cada una de las siembras realizadas así, como de sus resiembras.  
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medio de 
cultivo 
muestra 
sembrada 
nº (nº 
replicas) 
crecimien
to (+/-) 
día
s 
observación microscópica resiembra en mismo 
medio (nº replicas) 
creci-
miento 
días observación 
microscópica 
L1 (agua de 
mar) 
resiembra 
del nº 35 
45 (2) + 12 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
+ + 12 células esféricas verdes 
y cadenas 
fragmentadas 
resiembra 
del nº 37 
46 + 12 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
+ + 12 células esféricas verdes 
L1 (agua 
tanque 
peces) 
resiembra 
del nº 17 
47 (2) + 12 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
+ - 12 - 
resiembra 
del nº 30 
48 + 12 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
- - - - 
resiembra 
del nº 35 
49 (3) + 12 células esféricas verdes y 
filamentos fragmentados 
- - - - 
resiembra 
del nº 37 
50 + 12 células esféricas verdes - - - - 
L1 con 
actidiona 
resiembra 
del nº 37 
51 (14) + 7 a 
10 
filamentos fragmentados  + + 8 a 11 filamentos 
fragmentados  
Tabla 14. Resultados del crecimiento los diferentes medios utilizados para cada una de las siembras realizadas así, como de sus resiembras. 
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Al aumentar la temperatura de la estufa de cultivo a 24 °C y probar el medio comercial caldo de 
cianofíceas, se empezó a ver también cianobacterias epífitas con forma de filamentos 
fragmentados, pero seguían predominado las células de la macroalga y su crecimiento era muy 
lento entre 12 y 19 días. Cuando se utilizó el medio L1 (Guillard y Hargraves 1993) se consiguió 
reducir el tiempo de crecimiento de las cianobacterias hasta los 12 días como máximo, pero 
seguían predominado las células de Ulva ohnoi. Al añadir el antibiótico actidiona en una 
concentración de 11 mg/L se consiguió evitar el crecimiento de la macroalga y de otros 
organismos eucariotas en los cultivos en medio L1 (Guillard y Hargraves 1993) tanto en el 
preparado con agua de mar (cultivos del nº 43 al 46) como con el preparado con agua del tanque 
de los peces (cultivos del nº 47 al 50), y al hacer preparaciones microscópicas se observó que 
únicamente crecían un tipo cianobacterias epífitas. Éstas tenían una forma de filamento 
fragmentado de color verde (figura 21). 
 
Se buscó en bibliografía (García y Aboal, 2014; Gallardo et al., 2016) y en estudios anteriores sobre 
esta misma instalación AMTI información (Machado, 2015), para saber de qué tipo de cianobacteria 
Figura 21. Imagen en microscópico óptico con 400 aumentos de las cianobacterias epifitas 
cultivadas en medio L1 con actiona. 
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se trataba y se determinó que podía tratarse del género Leptolyngbya. Esta cianobacteria antes 
conocida como Phormidium ectocarpi, se caracteriza por presentar tricomas de color verde pálido, 
formados células prácticamente isodiamétricas, con un ancho de 2-2,4 µm y entre 2-2,8 µm de 
largo. Los principales hábitats donde se puede localizar esta cianobacteria son: sobre rocas, en 
medios fangosos de las costas inglesas y danesas, o como epífita de diversas especies 
(principalmente algas marinas) (López Rodríguez et al., 2000). 
En un estudio anterior realizado en la misma instalación AMTI del presente trabajo, se envió una 
muestra de las epífitas que crecía sobre la Ulva ohnoi cultivada a un laboratorio externo. Este 
laboratorio indicó que básicamente se encontraron especies de cianobacterias del género 
Leptolyngbya, así como Spirulina spp. También en el estudio se observó, en menor cantidad algunos 
copépodos y alguna diatomea, pero no se pudieron llegar a aislar las epífitas (Machado, 2015). 
3.2.1. Valoración de la eficacia entre el medio L1 preparado con agua de mar y 
preparado con agua del tanque de los peces  
En el experimento realizado con placas microtituladoras o microtiter, se pudo determinar una 
mejor eficacia del medio L1 cuando se preparó con agua de los tanques de los peces, que la 
obtenida cuando se preparó con el agua de mar (figura 22). La lectura se realizó visualmente de 
manera que, se pueden considerar resultados preliminares. Se observaba una mayor intensidad en 
la coloración de los pozos a causa de los pigmentos fotosintéticos de las cianobacterias que crecían 
en medio L1 preparado con agua de los tanques de los peces, a diferencia de los preparados con 
agua de mar, que presentaban una coloración muy débil. También se hicieron preparaciones 
microscópicas, y se pudo acabar de afirmar que habían crecido más cianobacterias en el medio L1 
preparado con agua de los tanques de los peces. La mayor eficacia del medio L1 preparado con 
agua de los tanques de los peces puede explicarse a que esta presenta una mayor concentración 
de nutrientes que en el agua de mar. Los valores promedio de nitrógeno y fósforo en agua del 
tanque de los peces era de 5 mg N-NO3-/L y de 0,5 mg P/L. 
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3.3. Multiplicación de la cianobacteria epífita 
Se multiplicó la cianobacteria aislada obteniéndose la biomasa suficiente para poder iniciar la 
identificación (50 mg mínimo). La multiplicación se realizó en tres etapas con el objetivo de ir 
incrementando el volumen de medio y de esta manera conseguir una mayor concentración de la 
cianobacteria. Hubo crecimiento tanto en la primera etapa realiza en tubos de ensayo (figura 23) 
como en la segunda en la que se realizó la resiembra en matraces Erlenmeyer (figura 24) y 
posteriormente en botellas de PYREX (figura 25), donde se obtuvo una mayor cantidad de biomasa 
al utilizar un mayor volumen de medio, 50 mL y 100 mL. También se comprobó el correcto 
funcionamiento del medio L1 (Guillard y Hargraves 1993) preparado con agua de peces y con 
Figura 22. Crecimiento de las bacterias epífitas después de 12 días de incubación a 24 °C. Las filas A 
y B están sembradas en medió L1 preparado con agua de mar, mientras que filas C y D 
están sembradas en medió L1 preparado con agua del tanque de los peces. En las 
columnas 1, 2 y 3 se resembraron las cianobacterias que habían crecido en los tubos 
(punto 2.4), y en las columnas 4, 5 y 6 se sembraron trozos de alga con epifitas. 
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actidiona (11 mg/L) en mayores volúmenes a los utilizados hasta el momento (tubos de ensayo con 
10 mL de medio). Las cianobacterias formaban una capa adherida sobre la pared de los recipientes. 
 
 
 
 
Posteriormente se consiguió concentrar la biomasa que se introdujo en 2 tubos Eppendorf de 2 
mL de capacidad (figura 26). En uno de ellos, se introdujo la biomasa procedente de las botellas 
PYREX y otro con la obtenida en los matraces Erlenmeyer.  
Figura 23. Tubos PYREX sembrados con epífitas en medio L1 con actidiona, imagen hecha 
al cabo de 7 días después de su siembra 
Figura 24. Matraces Erlenmeyer con la resiembra de los tubos, en medio L1 con actidiona, 
imagen hecha al cabo de 10 días después de su siembra 
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3.4. Extracción DNA 
Con la biomasa obtenida se pudo extraer correctamente el DNA de la cianobacteria epífita 
dominante con el método de fenol-cloroformo. El resultado de la electroforesis en un gel de 
agarosa al 0,8 % permitió observar con la ayuda de los marcadores de masa molecular que la mayor 
parte del DNA se situaba en la zona de alto peso molecular, por lo tanto el DNA tenía suficiente 
Figura 25. Botellas de PYREX de 100 y de 250 mL con la resiembra de los matraces Erlemneyers, 
en medio L1 con actidiona, imagen hecha al cabo de 11 días después de su siembra 
Figura 26. Tubos Eppendorf con la biomasa en su interior. Se aprecia el tubo de la izquierda un 
color más claro, debido a que contiene el material cultivado más reciente, la variación 
de color es debido a la pigmentación de la clorofila 
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calidad como para realizarse una PCR que permitiera su identificación. El DNA extraído se mantuvo 
congelado a -20 °C para cuando sea posible, poder realizar la identificación molecular. 
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Conclusiones 
En este trabajo se ha estudiado la macroalga Ulva ohnoi cultivada en una instalación AMTI-RAS, 
desde un punto de vista microbiológico. Los diferentes experimentos realizados nos han permitido 
decir que: 
1. La macroalga Ulva ohnoi cultivada en un sistema AMTI-RAS es apta para el consumo 
humano, y cumple la normativa europea (nº 258/97) y la francesa (CEVA, 2014). Además, 
no se ha detectado la presencia Vibrio cholerae en las muestras analizadas. Las aguas de 
los tanques de peces y de la misma macroalga también cumplen con las normativas de 
seguridad y calidad microbiológicas. 
2. Se ha podido aislar y purificar la principal cianobacteria epífita que habita en la superficie 
de la Ulva ohnoi cultivada en un sistema AMTI-RAS. 
3. Se ha determinado que el medio de cultivo más eficiente para el aislamiento y crecimiento 
de la principal cianobacteria epífita, de entre 10 medios de cultivos probados, ha sido el 
medio L1 con 11 mg/L de actidiona y preparado con agua del tanque de los lenguados 
(Solea senegalensis) cultivados en la instalación AMTI-RAS.  
4. Los medios de cultivo ensayados en orden decreciente a su eficiencia han sido: L1 con 
actidiona > L1 > L1 modificado > L0 > agar cianofíceas enriquecido > agar cianofíceas > caldo 
cianofíceas enriquecido > caldo cianofíceas > agar algas > agar estándar.  
5.  Se ha obtenido biomasa suficiente de la cianobacteria para realizar la extracción del DNA 
(> 50 mg en peso seco de cianobacteria) realizando resiembras consecutivas en caldo L1 
con actidiona.  
6. Se ha extraído DNA de buena calidad de la cianobacteria epífita aislada. El material genético 
se mantiene a -20 0C y en disposición para realizar la identificación molecular.  
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